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は じ め に
 鳥類の卵黄膜(vitelline membrane)は,機 械的な損
傷から卵を保護 したり多受精に対す る障壁をつ くる機
構を持つ1)。この膜 は,構 成成分の異なる内層(Lami-
na pervitellina)と 外層(La mina extravitellina)の2層
か ら成 り,内 層はGP-1,GP¶, 'IIと 呼ばれる
3種 類の糖タンパ ク質を含む2^・4)。外層では,オ ボム
シンと思 わ れ る糖タ ンパ ク質が骨格繊維を形づ くっ
てお り,こ の骨格に水可溶性のタ ンパ ク質 で あ る リ
ゾチームと本研究のテーマであるvitelline membrane
outer I(VMOI)と いうタ ンパク質が吸着 しているこ
とが明らかにされた5・6)。
 リゾチームは溶菌活性を持つ古 くか ら知 られた酵素
であ り,N一 アセチルグルコサ ミン重合体の加 水 分解
を行なう分解活性 とその逆反応と考えられる糖転移反
応を触媒する能力(合 成活性)が ある。基質 との結合
には6個 あるTrp残 基のうち少な くとも3個 が 重要
な役割を果た していることが立体構造 の解析か ら明 ら
かにされている7)。一方VMOIはBackら によ って
初 めて発見され,特 に活性を持たない単純タ ンパ ク質
として報告された5)。 しか し最近,木 戸 らによ って,
VMOIは リゾチーム様活性を 持 つ こ とが見 い 出 さ
れ8),そ の分解活性は リゾチームと比べて 数%以 下 で
あるが,合 成活性はむ しろ高いという結果が得 られて
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いる(木 戸私信,1989)。VMOIは, N末 端のア ミノ
酸配列,分 子量,等 電点など化学的諸性質,円 二色性
スペク トルなどの分光学的諸性質が,リ ゾチームとは
大き く相違 してお り,リ ゾチームとは触媒機能の発現
機構が 全 く異なって い る可能性が考え られる。 もし
VMOIが リゾチーム活性を持つ とすれば, VMOIの
活性部位は リゾチーム活性部位 とどのような相同性を
示すのだろうか。本実験では,リ ゾチーム活性に関与









膜か らの解離が起 こるので10),卵 黄膜をとりだすまで
の一連の操作は4℃ で行ない,操 作時間 は1枚 あた り
4分 以内とする。
 ニワ トリの新鮮卵を割卵し,卵 黄を分離 し,1%
NaClの 入 った シャーレに入れる。卵黄膜の表面に残
っているカラザや卵白を注意深 く取 り除 く。シャーレ
の食塩水を2～3回 交換 して卵黄をすすいだ後,膜 に
穴をあけ中の卵黄を取 りだす。ピンセ ットで膜をつま
み食塩水で卵黄を洗い流す。この操作を2～3回 操 り
返 し,白 い膜のみにな ったら,キ ムワイプで水分を と








0.1 M 酢酸緩衝液 (pH4. 6)に40Cで透析する。生じ
た沈殿はろ過してとり除く。
抽出成分の分離は， 陽イオン交換体である CM-ト
ヨパール 650Mを使用し， 1. 6 cm x 25 cmのカラムを
用いる。約50個の卵から得た 75.0mlの抽出液をカラ
ムにのせ， O.lM酢酸緩衝液 (pH4.6)でカラムを洗




凍保存する。 VMOIの純度は， SDS*ー ポリアクリル
アミド電気泳動により確認する11)。
2. 還元力ルボキシメチル化12)



















































凍結乾燥した VMOIを 6Mグアニジン塩酸， 0.05 





のTrpの数 (N)を求める。ここで ε2叫 ε280はそれぞ
れ， 288nmおよび 280nmでの VMOIのモノレ吸光係



























































































































YMC社製の R-ODS-5カラム (0.46x 25 cm)を用い，








試料は1.0~3. 0 nmolのペプチドを使用する。 PTH-
アミノ酸は， Spectra Physics model SP 8100 HPLCシ
ステムを用いて， Toyosoda TSK-GEL ODS-80 TM 
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た。 6個の Trpはリゾチームと同数であり， VMOI 
の高いモノレ吸光係数をよく説明できる。全体的には
Gly， Proの含量の多い特徴が見られる。 Backらの結
果と比べて， Asp， Gly， Lysはやや低く Gluはやや高
い。また，Trp含量は，本実験で約1.5倍高いが，これ
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Fi邑.1 Puri五cationof VMOI by CM-Toyopearl chromatography. The protein fraction (46.5 mg) 
solubilized by 10% NaCl from vitelline membrane was loaded on a CM-Toyopearl 650 M 
column (1. 6X25 cm) previously equilibrated with 0.1 M acetate buffer， pH 4.6. After 
washing with 0.2 M N aCl in the same buffer， elution was performed by a linear gradient 
of O. 25-0. 35 M N aCJ 10 the same buffer over 400 ml. A flow rate was 38. 0 ml/hr. 



















d c b ? ?
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. Samples applied to the gradient polyacrylamide 
gel (10-15%) were as follows; marker proteins (lane a)， the SDS-soluble fraction obtained 
from vitelline membrane (lane b)， the fraction eluted at 230 ml (lane c) and 400 ml (lane 
d) in CM-Toyopearl Chromatography as depicted in Fig. 1. The marker proteins used 
for estimation of molecular weight were， from the top， phosphorylase b (94，000)， bovine 











































Table 1 Amino Acid Composition of VMOI. 
The results are expressed by the resid ues per 100 
residues. In comparison， the amino acid composition 
of VMOI determined by Back5> and that of hen egg 
lysozyme are shown. The numbers of residues per 
molecule of VMOI are calculated by taking PrO 
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Separation of the peptides obtained from 
chymotryptic digestion at 250C for 0.7 hr (a)， 
2.5 hr (b) and 15 hr (c)・
The chymotryptic digests were directly loaded 
on aμBONDAPAK reverse-phase column 
(0. 78X30 cm) equilibrated with solvent A. 
Elution was performed by raising linerly the 
concentration of solvent B in solbent A from 
16% to 36% over 25 min. Solvent A was aq. 
0.1% trifluoroacetic acid and solvent B was 
acetnitrile containing O. 1% trifluoroacetic 
acid. A flow rate was 2. 0 ml/min. The 
isolated fragments that were subjected to 
amino acid sequence analysis were designated 




















間を0.7から2.5時間に延ばすと，CT2， CT3， CT6， CT9 
が増え， CT4， CT7が新しく現れた。この結果より十
分に分解するには2.5時間程度必要だと思われる。さ






CT2， CT3などのピークは短いペプチドで， CT8，CT9 
などのピークは疎水性アミノ酸を含む長いペプチドと
推定される17>。














Table 2に CT1から CT9までのアミノ酸組成と
推定アミノ酸残基数をまとめた。 CT1から CT5まで
のペプチドは5残基以下の短いペプチド， CT6から
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Retention time (min) 
Fig. 4 Rechromatography of the chymotryptic peptides. The chymotryptic peptides， CT3 
(1)， CT4 (2)， CT7 (3) and CT8 (4)， obtained from the first chromatography (Fig. 2) 
were loaded on aμBONDASPHERE reverse-phase column (O.39x15cm) equi-
librated with solvent A. The concentration of solvent B in solvent A was linearly 
raised as indicated. The composition of solvents A and B were described in the 
legend to Fig. 3. A flow rate was maintained at 1. 0 ml/min. 
? ? ? ? ? ?
??
Table 2 Amino Acid Composition of The Chymotryptic Fragments. 
Residues per 100 residues are shown. The numbers of residues estimated for the chymotryptic 
peptides are given in parentheses. A trace amount of amino acid detected is indicated by :l:. 




acid CT9 CT8b CT8a CT7b CT7a CT4b CT3b CT3a CT2 CT1 
6.2( 1) 7.9( 2) 士15.0( 3) 16.7( 1) 10.7( 1) 士土土
?
士± Asp 
± 11. 4( 3) 十5.4( 1) ± 17.0( 2) 。土45.3( 1) 。土20.2( 1) Thr 
14.8( 3) 10.2( 3) 。13.0( 2) 16.7( 1) 9.2( 1) 土土十100.0( 1) 土土Ser 
6.7( 1) 7.6( 2) 。13.5( 2) 土土士士土。± 20.1( 1) Glu 。6.1( 2) 17.2( 1) 土。10.2( 1) 46.9( 1) 土。。士。PrO 
18.2( 3) 16.5( 5) 37.5( 2) 9.6( 2) 33.3( 2) 21. 4( 2) 53.1 ( 1) 36.2( 1) 54.7( 1) 士54.1( 1) 士Gly 。4.0( 1) 。5.7( 1) 土土土土+ 。士土Ala 
3.8( 1) 土。士。。。。。。。。Cys 
9.6( 2) 7.9( 2) 士7.9( 1) 14.3( 1) 15.0( 2) 。31.4( 1) 。。。。Val 
土土。土。。。。。。。。Met 
4.8( 1) 4.2( 1) 。5.5( 1) 。6.3( 1) 。士。。。。Lle 
12.9( 2) 6.3( 2) 。12.6( 2) 19.0( 1) 土。士。。+ ± Leu 
7.2( 1) 士。。士土。。。。。22.0( 1) Tyr 
士3.2( 1) 25.0( 1) 5.2( 1) 士。。。土。土。Phe 
5.7( 1) 8.3( 2) 。士。。。32.4( 1) 土。45.9( 1) + Lys 
4.8( 1) 3.2( 1) 。± 。10.2( 1) 。。。。。?His 
5.3( 1) 3.2( 1) 20.3( 1) 6.6( 1) ± ± 。± 。37.7( 2) Arg 土。
??100.0(18) 100.0(28) 100.0( 5) 100.0(17) 100.0( 6) 100.0(11) 100.0( 2) 100.0( 3) 100.0( 2) 100.0( 1) 100.0( 2) 100.0( 5) Total 







5段目の Tyr，17段目と20段目の Trp，25段目の Phe
が含まれていた。
食物学会誌・第44号- 20-
る芳香族アミノ酸のうち Trpは CT2，CT3a， CT3b， 























末端は Pheであり， 3段目と 6段目にあらわれた
Pheのところでは，キモトリプシンで切断されなかっ
Amino Terminal Sequences of The Chymotryptic Peptides 
Determined by The Manual Edman Degradation Method. 
Amounts of peptides used for sequence analysis are given under the 
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Table 4 Amino Terminal Sequences of The Chymotryptic Peptides and VMOI 
Determined by An Automated Sequencer. 
The values show the yields in pmoles. In the case of Ser residues， rnost of PTH-
Ser were converted to PTH-dehydro Ser， and were not quantitated， but clearly iden-
tified. The amino acid residues indicated by asterisks were not identi自ed.
CT8A 1 
Cvcle i 1140 I1 Cvcle 1 yU'-! _._._.v i ~y\AC (CT9-1) 
1 G 634 1 1 R 563 
21R1}112|(*)-
3 F 750 3 L 2430 
4 G 611 4 D 1245 
5 P 173 5 G、2633

























































































































1) Determined as Arg by the rnanual Edman method. 
- 22-
るものを除き，まとめて整理したのが Fig.5である。










































A，-g Thr-A，-g-G 1 u-Ty ，--Thr-Scr-Va 1-1 c-Thr-Va I-Pro--Asn-(j 1 y-(j 1 y-II i s-'・n)-(jIy-Lys-T，-p 
同 -_. 斗同 CT6 1て CT2 . I 
片一一両
30 40 




GIy-Arg-Phc-Gly-Pro-T，-p_-Scr-Lys-'" -ホーしys-1 1 c-Scr -(j 1 y -Lcu -G 11-Th r-Lys-Va 1-G I u 
t-一一一一-~CT5 
1- …・...... 一ー一 .--1 
CT8a 
30 
Ser-P，・o-Gln-Gly-Lcu-'" -Asp-Asp-'" -Ala-I~ ・ II-AS Il -Asn-Val 伺'" -Phc ..Phe 
CT9-1 
10 
Arg-'" Lーeu-Asp-Gly-Ser-Val-IIc-Glu-Ser-Lcu~Val-Glyーしys- Tn~ 
I - CT4b 
CT7a 









Fi邑.5 Summary of the chymotryptic fragment analysis of VMOI. Peptides indicated by solid 
lines were determined by sequence analysis. Peptides shown by dotted lines were 
estimated from the results of amino acid composition analysis. The amino acid residues 

















































Lys吟 VaI_-_Phe-G 1 y-_Arg-Cys-G 1 u-Leu-A 1 a-A 1 a-A 1 a-Me t -Lys-Arg-II i s-G 1 y-Leu-Asp-Asn-Tyr 
卜.，・H ・.11...….:tI・H ・H ・-…i f..・H ・.i ト・・・一一一1
l・ h・-…~ 1………・4
-A吋 !.T;;?.TJJFET;;!?l-Gl y-ASIB-T山 al-い l山山s{Phe-Glutseぺ玉砕h日 srJ
1....・4
-Gln-Ala-ThrfAsnt川~Thけs川y~加fAsPJr y叩y_l1e-Leu~lle~se6rO





-Ser-Al a-Leu-Leu-Ser-Ser-Asp-ll e-Thr.-A 1 a-.Ser-Va J.-Asn-Cys-A 1 a-Lys-.Lys-) 1 e，-Va l-Ser 




Fig.6 Sequence comparison between hen egg lysozym巴andthe chymotryptic peptides of VMOI. 
The amino acid residues surrounded by lines are those found in the catalytic site and 
the substrate binding site of lysozyme. The peptides indicated by dotted lines corres. 
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